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1. はじめに 
現在日本では高齢化が進行しており、秋田でも農業従事者の高齢化や担い手の不足による農業の衰退が問
題となっている。そのため、この先持続的に農業生産を続けるためには担い手を増やすとともに、新しい生
産方式が必要であると考えた。そこで私たちは組織培養に注目し、秋田の伝統野菜であるじゅんさいの培養
による安定した生産を目指すことにした。 
 
2. 実験内容 
2.1 ムラシゲスクーグ培地の作成と植え付け 
 培地はムラシゲスクーグ（MS）培地 (1/2希釈) に2,4-D( 10-5～10-8 M) を加えたものを作成した。
作成方法としては800 mlの蒸留水にスクロース30 gとMS培地2.2 gを加えて溶かし、1000 mlにメスア
ップした。メスアップした溶液を2,4-D (10-3～10-6 M) がそれぞれ2.5 mlずつ入ったビーカーに250ml
加え、0.1N NaOHでpHを5.8にした。調整後300 ml三角フラスコに寒天2.5gと共に加え、3重のアル
ミホイルでふたをしオートクレーブで溶かした。(121℃で5分)溶けたら各濃度の培地が25本ずつで
きるように駒込ピペットで10 ml程度分注し、3重のアルミホイルでふたをした。その後2つの300 ml
の三角フラスコに蒸留水を加えふたをしたものと一緒にオートクレーブで滅菌した (121℃で20分)
。 
 採取したジュンサイをスポンジでよく洗った後にある程度の大きさになるように切り、クリーン
ベンチ内で70％ EtOH 50 mlで1分、10％次亜塩素酸50 mlで15分、で滅菌したのちに滅菌水50 mlで3
回洗い流した。その後部位ごとに細かく切り、固まった培地に植え付け、培養経過を観察した。 
 
2.2 KINと2,4-Dを組み合わせた培地の作成と植え付け 
 基本的には上記の3.1と同様の手順で作成、植え付けを行った。この培地では各植物ホルモンをそ
れぞれ2.5 mlずつ加え以下の図1の組み合わせで培地を作成した。 
 
 
 
 
 
 
 また、植え付け時の殺菌操作において 10％次亜塩素酸の時間を 10 分に変更した。 
 
2.3 プラントボックスへの植え替え 
 培地は 1/2MS 培地に IAA と NAA を添加したものを用い、新芽から新しい芽が分化したもののみ
を植え替えた。作成方法としては、まず 800 ml の蒸留水にスクロース 30 g と MS 培地 2.2 g を溶か
し 10-3M の NAA を 0.54 ml 加え 1000 ml にメスアップした。その後 0.1N NaOH で pH を 5.8 にし、
表 1 培地における各植物ホルモンの組み合わせ 
2,4-D(10-３M) 2,4-D(10-４M)
KIN(10-３M) D5×K5 D6×K5
KIN(10-４M) D5×K6 D6×K6
5.0g の寒天が入った 500 ml の三角フラスコに 500 ml 分注しアルミホイルでふたをした。その三角
フラスコとともにアルミホイルで覆ったプラントボックス、駒込ピペットをオートクレーブで滅菌
した。(121℃で 20 分)滅菌が終わり粗熱が取れたらクリーンベンチ内で培地に 10-3M の IAA を 0.57 
ml 加えプラントボックスに分注した。培地が固まった後、植え替えを行った。 
 
2.4 形成されたカルスの植え替え 
 培地には D8×K8 のものを用い、同様の方法で作成、植え替えを行った。KIN と 2,4-D は 10-6M
のものを 2.5ml ずつ加えた。 
 
3. 結果 
 今回の実験において 6 月 14 日(培養 0 週)に D7 以外に植え付けた成長点から芽が約 1 週間で観察
できた。その後成長が進み、大きくなったためプラントボックスでの観察をした(図 1)。成長速度
は試験管の時よりも速かった。 
 9月 5日(培養 12週)には 6月 14日(培養 0週)に作成した培地のD6で茎からカルスが形成された(図
2)。その後 10 月 16 日(培養 16 週)には 6 月 14 日(培養 0 週)に作成した培地 D8 で茎からカルスが形
成された。D6 の茎からカルスが形成されたものは新しい培地を作り観察をしたが大きな変化は見
られなかった。 
 8 月１日(培養 0 週)に作成した KIN と 2,4-D を組み合わせた培地(D5×K6)では 10 月 16 日(培養 11
週)に D5×D6 で葉からカルスが形成された(図 3)。また、2,4-D だけでなく KIN を加えた培地条件
の方が一ヶ月カルス形成が早く誘導された。D6 のカルス同様に新しい培地を作り観察をしたが大
きな変化は見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 植え付け直後の成長点（左）及び成長点から分化した芽（右） 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 植え付け直後の茎（左）及び茎から誘導されたカルス 
 
 
 
 
 
 
図 3 植え付け直後の葉（左）及び葉から誘導されたカルス（右） 
 
4. 考察 
10-7M 2,4-D の条件下では芽が誘導されなかったことから、成長点から芽を誘導するにはオーキシ
ンの濃度調節が重要であり、低濃度では分化しないことが予想された。本研究では、分化した芽が
その後の大きな成長は観察できなかったため、今後、分化した芽をさらに成長させるためには IAA
と NAA などのオーキシン類の影響も検討する必要があると考えた。 
 葉、茎のカルス誘導では、葉よりも茎からの方がカルスが誘導されやすい傾向が見られた。また、
2,4-D だけでなく KIN を加えた培地条件の方で、1 ヶ月早くカルスが誘導された。このことから KIN
はカルスの形成を促進する効果があるのでは無いかと考えられた。 
 植え替えを行ったカルスにおいて変化が見られなかったことについては植え替えまでに少し期
間があいてしまい、植え替え時期が遅くなってしまったことが原因であると考えられた。今後植え
替え時期についても検討する必要がある。 
 
5. まとめ 
本研究では成長点から芽を分化させることができ、効率的な培養条件を見つけることができた。
今後ウイルスフリー苗が必要となった場合に、本研究が応用可能である。ジュンサイは水中で栽培
されているため液体培地での大量培養への応用についても興味が持たれる。 
 さらにカルスの増殖には時間がかなりかかることが分かった。KIN を加えた培地でも約 2 ヶ月か
かり、目標としていた安定生産には至らなかった。参考文献では種を培養し、胚様カルスを誘導し
た後、植物体を分化させていた（Oh et al. 2008）。本研究でも葉や茎から胚様カルスを誘導する
ことで、効率的に植物体が得られる可能性があるので、さらに植物ホルモン条件を検討する必要が
ある。 
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